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摘要 目的 考察 mir-130a-3p及靶基因 smad 4 在肝细胞癌
( HCC) 组织中表达及相关性，并分析两者表达与肝癌临床病
理特征和预后的关系。方法 从石蜡组织包埋的 51 例肝癌
组织及相应癌旁组织中提取总 ＲNA，应用实时荧光定量
PCＲ( qＲT-PCＲ) 方法检测 mir-130a-3p 的表达，并采用免疫
组织化学 EliVision ( IHC) 法测定肝癌组织及癌旁组织中
smad 4 表达，分析两者相关性、与临床病理参数及总生存时
间( OS) 之间的关系。结果 mir-130a-3p在肝癌组织中的表
达水平( 1. 38 ± 0. 15) 显著低于癌旁组织( 2. 48 ± 0. 16) ( P ＜
0. 001) 。在肝癌组织中，smad 4 阳性表达率为 72. 5% ( 37 /
51) ，明显高于癌旁组织 51. 0% ( 26 /51 ) ( P ＜ 0. 05 ) 。mir-
130a-3p和 smad 4 在肝癌组织中的表达呈负相关性 ( rs =
－ 0. 431，P ＜ 0. 05) 。mir-130a-3p和 smad 4 的表达水平与肝
癌患者 TNM分期有关 ( P ＜ 0. 05 ) ，与年龄、性别、有无淋巴
结转移、有无脉管癌栓及病理分级无关。肝癌组织中 mir-
130a-3p高表达患者中位 OS ( 25. 6 个月) 较低表达组 ( 23. 1
个月) 延长，但差异无统计意义; smad 4 阴性表达组中位 OS
( 26. 7 个月) 较阳性表达组 ( 20. 0 个月) 显著延长 ( P ＜
0. 05) 。结论 mir-130a-3p在肝癌组织中表达下调，可能通
过调控 smad 4 的表达参与了肝癌的发生发展，mir-130a-3p
有望成为肝癌潜在的治疗靶点及预后判断因子。
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肝细胞癌( hepatocellular carcinoma，HCC) ，简称
“肝癌”。发病率位于恶性肿瘤第 5 位，癌症相关死
亡第 3 位［1］。我国是 HCC 大国和重灾国［2］。80%
的 HCC确诊时已失去手术切除的机会，且手术后病
人易出现复发和转移［1］。探讨 HCC 的发病机制以
及寻求有效的治疗方法迫在眉睫。近些年，具有调

控细胞周期和生物发育时序功能的微小 ＲNA( mir-
coＲNA，miＲNA) 已成为肿瘤领域的研究热点。miＲ-
NAs可特异结合靶基因 mＲNA，以转录后机制调控
靶基因的蛋白表达，参与肿瘤的发生、生存 /转移等
过程［3］。前期研究［4］显示 mir-130a-3p 通过调控
smad 4 的表达参与了 HCC 侵袭转移以及耐药等生
物学行为，为了考察 mir-130a-3p 和 smad 4 在 HCC
组织中的表达及其临床意义，该研究以实时荧光定
量 PCＲ( qＲT-PCＲ) 和免疫组织化学 EliVision( IHC)
法分别检测 mir-130a-3p 及 smad 4 在 HCC 组织中
的表达，并分析 mir-130a-3p 及靶基因的表达与
HCC临床病理特征以及生存预后的关系。

1 材料与方法

1． 1 一般资料 收集蚌埠医学院第一附属医院
2009 年 ～ 2012 年经手术切除的 HCC 患者的临床病
理资料和生存随访资料，其中，51 例有完整病历资
料和足量 HCC石蜡样本及相应的癌旁组织( 距切缘
＞ 2 cm) ，术前均未行任何抗肿瘤治疗。51 例 HCC
患者中男 40 例，女 11 例，22 ～ 76 岁，中位年龄 50
岁;肿瘤直径≤5 cm 33 例，肿瘤直径 ＞ 5 cm 18 例;
淋巴结转移 5 例，无淋巴结转移 46 例，有门静脉癌
栓 6 例，无门静脉癌栓 45 例; 按第 6 版 AJCC 的
TNM分期标准: Ⅰ期 32 例，Ⅱ期 9 例，Ⅲ期 10 例。
病理分级参考 Edmondson法:Ⅰ级 9 例，Ⅱ级 29 例，
Ⅲ级 9 例，Ⅳ级 3 例; 手术样本经 10%甲醛溶液固
定，常规石蜡包埋。
1． 2 试剂和材料 鼠抗人 smad 4 单克隆抗体购自
美国 Santa Cruz 公司; EliVisionTMplus KIT-9903 ( A、
B) 检测试剂盒购自福州迈新生物技术开发公司;
mir-130a-3p、内参 U6 引物序列 ( mir-130a-3p 上游:
5'-GATGCTCTCAGTGCAATGTTA-3' ，mir-130a-3p 下
游: 5'-CTCTGTCTCTCGTCTTGTTGGTAT-3'; U6-上
游: 5'-ATTGGAACGATACAGAGAAGATT-3'，U6-下
游: 5'-GGAACGCTTCACGAATTTG-3') 及实时荧光定
量通用试剂均购自上海吉玛公司。
1． 3 方法
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1． 3． 1 ＲNA提取及逆转录 肝癌组织及癌旁组织
制备病理切片厚度 10 μm，每个样本连续切片至少
3 张，脱蜡后按照石蜡组织试剂盒( 上海吉玛公司)
说明书方法操作并检测吸光度( optical density，OD)
值，A260 /A280 在 1. 9 ～ 2. 2，为高纯度 ＲNA，并调整
ＲNA浓度，置 － 80 ℃保存。利用本实验已设计的特
异性 ＲT引物，逆转录获取 cDNA。按试剂盒说明，
反应体系共 20 μl，miＲNA ＲT 引物 /U6 snＲNA ＲE
引物 1. 2 μl ，ＲNA 模板 2 μl，MMLV 逆转录酶( 200
U /μl) 0. 2 μl，2 ×逆转录缓冲液 10 μl。反应条件 26
℃ 30 min，42 ℃ 30 min，85 ℃ 10 min。
1． 3． 2 实时荧光定量 PCＲ 采用实时荧光定量
PCＲ试剂盒( GMＲS-001，上海吉玛公司) ，反应体系
为 20 μl:上游引物 ( 20 μmol /L) 0. 08 μl，下游引物
( 20 μmol /L) 0. 08 μl，cDNA 模板 2 μl，Taq DNA 聚
合酶 ( 2. 5 U /μl) 0. 4 μl，2 ×定量 PCＲ Master Mix
10 μl，加 dd H2O至 20 μl，设置 U6 作为内参，每个
样本均做 3 个重复。反应条件: 95 ℃，3 min 变性 95
℃，30 s; 62 ℃ 40 s，共 40 个循环。
1． 3． 3 免疫组织化学染色试剂及方法 10%甲醛
固定的肝癌组织及癌旁组织常规脱水、石蜡包埋，制
备 4 μm 厚度的连续切片。采用免疫组织化学
EliVision法检测 smad 4 的表达，具体步骤按试剂盒
说明书进行操作。用已知的 smad 4 阳性切片作为
阳性对照，用磷酸盐缓冲液( PBS) 代替一抗作为阴
性对照。
1． 4 结果判定 读取定量 PCＲ 反应 CT 值，计算
2 － ΔΔCT ( ΔCt = CtmiＲNA － CtU6，microＲNA 的相对表
达量以 2 － ΔΔCT计) 。免疫组化结果参考 Malik 等提
出的标准判断［5］，由 2 名病理专家独立评价。细胞
核及细胞质出现棕黄色颗粒为阳性( + ) ，无棕黄色
颗粒为阴性( － ) 。同一张切片中随机选择 10 个高
倍野，每个高倍野考察 100 个癌细胞，计算阳性细胞
的百分数，如果阳性细胞百分比 ＜ 10%为阴性，≥
10%为阳性。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 统计软件进行
分析，数据以 珋x ± s 表示，采用 t 检验比较两组间差
异，计数资料采用 χ2 检验或 Fisher’s精确检验统计
分析，mir-130a-3p 和 smad 4 表达水平之间的相关
性采用关联性分析，生存分析采用 Log-rank 检验，P
＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 mir-130a-3p和 smad 4 在 HCC组织中的表达

提取 51 例肝癌及对应癌旁组织总 ＲNA，通过荧
光实时定量 PCＲ检测 mir-130a-3p 在肝癌组织和癌
旁组织中的表达。结果显示，以内参 ＲNAU6 为对
照，mir-130a-3p在肝癌组织中的表达( 1. 38 ± 0. 15)
低于癌旁组织( 2. 48 ± 0. 16 ) ，差异有统计学意义( t
= － 5. 103，P ＜ 0. 001) ，见图 1。smad 4 阳性定位于
肝癌和癌旁组织细胞质和细胞核中，以胞质表达为
主，见图 2。肝癌组织中 smad 4 的阳性表达率为
72. 5% ( 37 /51) ，明显高于癌旁组织 51. 0% ( 26 /51)
( χ2 = 5. 023，P ＜ 0. 05) 。

图 1 mir-130a-3p在肝癌和癌旁组织中的表达

与癌旁组织比较: P ＜ 0. 05

图 2 smad 4 在肝癌组织中的表达
A、B:阴性表达; C、D:阳性表达; A、C: × 100; B、D: × 400

2． 2 mir-130a-3p和 smad 4 在 HCC组织中的表达
相关性 为了考察 mir-130a-3p 和 smad 4 在 HCC
组织中表达的相关性，以 mir-130a-3p在癌旁组织中
的表达均数( 2. 76 ± 0. 17 ) 为分界点，将 51 例 HCC
组织分为 mir-130a-3p低表达组( 40 例) 和 mir-130a-
3p 高表达组 ( 11 例) 。结果显示，mir-130a-3p 低表
达组中 smad 4 阳性表达率( 85. 0%，33 /40 ) 显著高
于 mir-130a-3p高表达组( 37. 5%，4 /11) 。关联性分
析表明，mir-130a-3p与 smad 4 表达在 HCC 组织中
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呈显著负相关性( r = － 0. 431，P ＜ 0. 05) ，见表 1。

表 1 HCC组织中 mir-130a-3p与 smad 4 表达的相关性

mir-130a-3p
smad 4

+ －
合计 r值 P值

高表达 4 7 11
低表达 33 7 40 － 0． 431 0． 002
合计 37 14 －

2． 3 mir-130a-3p表达和 HCC 临床病理特征的关
系 HCC组织中，mir-130a-3p的表达水平与患者年
龄、性别、淋巴结转移、脉管癌栓以及病理分级间无
显著差异，但在不同 TNM 分期间的差异显著 ( P ＜
0. 05) 。smad 4 在 HCC 组织中阳性表达与患者年
龄、性别、淋巴结转移、脉管癌栓以及病理分级参数
均无显著相关，同样在不同 TNM分期间存在明显差
异( P ＜ 0. 05) 。见表 2。

表 2 mir-130a-3p、smad 4 与 HCC 临床病理参数的关系

项目 n
mir-130a-3p
高 低

χ2值 P值
smad 4
+ － χ2值 P值

性别
男 40 7 33 1． 815 0． 222 30 10 0． 559 0． 454
女 11 4 7 7 4

年龄( 岁)
＞60 7 2 5 0． 235 0． 628 5 2 0． 005 0． 943
≤60 44 9 35 32 12

肿瘤大小( cm)
≤5 33 6 27 0． 634 0． 426 25 8 0． 483 0． 487
＞ 5 18 5 13 12 6

病理分级
Ⅰ ～Ⅱ 39 8 31 0． 109 0． 741 27 12 0． 916 0． 338
Ⅲ ～Ⅳ 12 3 9 10 2

TNM分期
Ⅰ ～Ⅱ 41 6 35 7． 462 0． 007 33 8 8． 439 0． 004
Ⅲ 10 5 5 4 6

脉管癌栓
是 6 3 3 2． 174 0． 140 3 3 1． 736 0． 188
否 45 8 37 34 11

淋巴结转移
是 5 3 2 0． 216 0． 642 2 3 0． 483 0． 487
否 46 8 38 35 11

2． 4 mir-130a-3p和 smad 4 表达与 HCC患者总生
存时间( over survival，OS) 的关系 51 例 HCC 患
者中，mir-130a-3p低表达组患者中位 OS 为 23. 1 个
月，mir-130a-3p高表达组中位 OS 为 25. 6 个月，经
Log-rank检验，两组之间差异无统计学意义。smad
4 阳性表达组患者中位 OS 为 20. 0 个月，smad 4 阴
性表达组中位 OS为 26. 7 个月，经 Log-rank检验，两
组之间差异有统计学意义( χ2 = 4. 860，P = 0. 028) 。

见图 3。

图 3 mir-130a-3p、smad 4 表达与 HCC患者 OS的关系
A: mir-130a-3p低表达组和高表达组的生存曲线; B: smad 4 阳性

表达组和阴性表达组的生存曲线

3 讨论

HCC 起病隐匿、恶性度高、进展迅速，预后极
差。尽管近些年外科技术的进步及综合诊疗策略的
优化提高了 HCC 患者的生存率，但 HCC 患者 5 年
存活率仍明显低于其他恶性肿瘤［1 － 2］。HCC 的发
生发展涉及了多基因的激活或失活、信号通路的异
常活化、相关功能性蛋白的异常表达等过程。以往，
围绕着 HCC特异性基因和蛋白质开展了大量的研
究工作，但越来越多的研究［6］表明，调控这些特征
性基因表达进而影响蛋白质翻译的 miＲNAs参与了
肝癌的发生、并介导了其众多生物学行为，例如侵
袭 /转移，凋亡和耐药等。

miＲNAs是一类长 21 ～ 23 个核苷酸的内源性、
非编码 ＲNA 分子，在 mＲNA 水平调节靶基因的表
达。miＲNAs在调控细胞周期和生物发育时序等方
面起重要作用，也参与恶性肿瘤细胞发生进展的各
个阶段［3］。正常组织和恶性肿瘤组织中均广泛表
达 miＲNAs，但具有不同的 miＲNAs 表达谱。除此之
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外，不同的恶性肿瘤以及同种恶性肿瘤在不同的生
长发育过程也具有差异的 miＲNAs。通过微阵列和
第 2 代基因组测序技术分析显示 mir-17-92、mir-21、
mir-221、mir-222、mir-224 在肝癌中表达上调，mir-
29、mir-122、mir-124 和 mir-199a /b在 HCC中表达下
调，而 mir-24 和 mir-27a 通常在具有肝硬化背景的
HCC中下调［7］。mir-101 在乙肝相关性 HCC 组织
样本中低表达，然而在血清中却显著高于正常健康
人群［8］。在 HCC 进展过程中 miＲNAs 可靶向调控
抑癌基因或癌基因，相反，癌基因和抑癌基因也可直
接靶向调控 miＲNAs 表达。此外，在 HCC 组织中，
Wnt /β-catenin、Ｒas、TGF-β 和 JAK /STAT 等信号通
路的异常激活和 miＲNA调节密切相关［9］。

前期研究［4］显示，mir-130a-3p 在吉西他滨耐药
HCC细胞中较 HCC 亲本细胞显著低表达，耐药细
胞转染 mir-130a-3p模拟物后可改变耐药细胞侵袭
转移的生物学行为。随后又证明 mir-130a-3p 与
smad 4 的 3-端非编码区域结合，可抑制 smad 4 的表
达［4］。本研究进一步显示 mir-130a-3p 在 HCC 组织
中的表达显著低于相应的癌旁组织，而 smad 4 阳性
表达则明显高于癌旁组织，这与前期在 HCC 细胞系
上的研究结果一致。然而，倪芳 等［10］研究报道，
mir-130a在 HCC组织中高表达，并且证实 mir-130a
靶向调控 CYLD 基因表达影响 HCC 细胞增殖。
Thurnherr et al［11］通过微整列技术筛选了 100 例
HCC和癌旁组织中差异表达的 miＲNAs，与本研究
结果一致的是 mir-130a-3p在 HCC 组织中表达显著
低于癌旁组织。前期研究［4］已证实在 HCC细胞中，
mir-130a-3p靶向调控 smad 4 的表达。本研究显示
mir-130a-3p和 smad 4 在 HCC组织样本中的表达呈
显著负相关性，进一步证实了前期荧光素酶实验结
果。2014 年 Hernanda et al［12］在 oncogene 中报道，
一直被研究者认为作为肿瘤抑制基因参与调控
TGFβ和 BMP 等信号通路的 smad 4 分子，在 HCC
组织细胞核中高表达，体外敲出 smad 4 可降低 HCC
细胞克隆形成和迁移能力。Hger et al ［13］研究发现
miＲ-130a通过靶向调节 smad 4 表达可降低 TGF-β1
对粒细胞前体的敏感性。然而 Zumbrennen-Bullough
et al［14］在缺铁性小鼠肝脏细胞模型中并未观察到
一致的结果，mir-130a-3p 并未直接调控 smad 4，而
是通过靶向调控 BMP I 型受体 ALK2 基因抑制了
BMP-SMAD的信号通路激活。这说明在不同组织
和细胞中 miＲNA调控的靶基因有所不同。

另外，本研究分析了 mir-130a-3p 和靶基因

smad 4 的表达与 HCC 患者临床病理特征和生存预
后的关系，结果显示不同 TNM 分期的 HCC 中 mir-
130a-3p和 smad 4 的表达存在差异，但与患者的年
龄、性别、淋巴结有无转移、有无脉管癌栓以及病理
分级无关。mir-130a-3p 高表达和 smad 4 阴性患者
中位 OS 较 mir-130a-3p 低表达和 smad 4 阳性患者
延长，但 mir-130a-3p 高表达组与低表达组中位 OS
差异无统计意义，而 smad 4 阳性和阴性两组之间差
异明显。Li et al ［15］研究也证实 mir-130a-3p在 HCC
中低表达和不良预后显著相关。考虑本研究纳入病
例数为 51 例，mir-130a-3p 高表达与 mir-130a-3p 低
表达组样本量较少，mir-130a-3p 的表达状态与生存
预后的关系仍需要扩大样本进一步探索。

综上所述，mir-130a-3p 在 HCC 中扮演着“抑癌
基因”的角色，在 HCC组织中表达下调，导致靶基因
smad 4 高表达，并与 HCC恶性生物学行为和不良预
后有关。mir-130a-3p有望成为 HCC 新的潜在治疗
靶点和预后判断的分子标志物。
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Expressions and clinical significance of mir-130a-3p and smad 4
in hepatocellular carcinoma

Zhou Zhengguang1，2，Wang Ｒui2，Li Yumei2，et al
( 1Dept of Medical Oncology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;
2Dept of Medical Oncology，The First Affiliated Hospital of Bengbu Medical Collage，Bengbu 233004)

Abstract Objective To detect expressions and correlation of mir-130a-3p and smad 4 in hepatocellular carcino-
ma ( HCC) ，and analyze the relation of the expressions of both to clinicopathological characters and prognosis of
patients with HCC． Methods The total of 51 HCC tissues and 51 adjacent non-tumorous tissues which were ob-
tained from the same patients to the HCC samples were collected． Total ＲNA of all samples were isolated and gene
expressions of mir-130a-3p were detected using qＲT-PCＲ． Immunohistochemical staining was employed to deter-
mine the expression of smad 4 in HCC and adjacent tissues． And then the correlation of mir-130a-3p with smad 4，
as well as relation of both to clinicopathological characters and over survival of HCC，were analyzed． Ｒesults The
gene expressions of mir-130a-3p in HCC tissues were decreased significantly than that in adjacent non-tumorous tis-
sues ( 1. 38 ± 0. 15 vs 2. 48 ± 0. 16，P ＜ 0. 05) ． The total of 37 samples had positive expressions of smad 4 out of
51 HCC tissues，with the rate of positive expression of 72. 5%，which were apparently more than 26 out of 51 adja-
cent samples，with the rate of positive expression of 50. 0% ( P ＜ 0. 05) ． The level of mir-130a-3p was negatively
related to that of smad 4 in HCC samples ( rs = － 0. 43，P ＜ 0. 05 ) ． The expressions of both mir-130a-3p and
smad 4 were related to TNM stage of patients with HCC，however，they had no correlation with age，gender，
lymphnode metastasis，cancer embolus of vessel and pathologic grade． The median over survival ( OS) of patients
with mir-130a-3p high expressions was longer than that of patients with low expressions，but it was not significant
( 25. 6 vs 23. 1 month) ． However，the median OS of patients with smad 4 negative expressions was much longer，
compared to that of patients with positive expressions ( 26. 7 vs 20. 0 month，P ＜ 0. 05) ． Conclusion The ex-
pressions of mir-130a-3p are down-regulated in HCC tissues and maybe participate in oncogenesis and progression
of HCC via regulating smad 4，which indicates that mir-130a-3p is expected to become a potential treatment target
and prognostic factor for HCC．
Key words mir-130a-3p; smad 4; hepatocellular carcinoma
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